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RESUMO 
Pouco se sabe sobre as características morfofisiológicas de diazotróficas de vida livre em condições 
tropicas. Diante disso, no presente trabalho, avaliaram-se as características de bactérias diazotróficas 
nativas de solos sob diferentes coberturas vegetais coletados em diferentes áreas do Nordeste 
Brasileiro. Foram obtidos 30 isolados, que foram agrupados de acordo com características 
morfofisiológicas: o tempo de crescimento, alteração do pH do meio de cultura, forma e tamanho da 
colônia, formando 9 grupos. Todos os isolados apresentaram crescimento rápido e 67% não alteraram 
o pH do meio. A maioria das bactérias exibiram colônias com diâmetro de 1 a 2mm. Os resultados 
indicam que as bactérias diazotróficas de solos do Nordeste brasileiro apresentam elevada 
variabilidade em suas características fenotípicas. 
 
Palavras-chave: fixação biológica de nitrogênio, manejo de recursos, diversidade fenotípica. 
 
ABSTRACT 
Little is known about the morphophysiological characteristics of free-living diazotrophs in tropic 
conditions. Therefore, in the present work, the characteristics of diazotrophic bacteria native to soils 
under different vegetation cover collected in different areas of Northeast Brazil were evaluated. Thirty 
isolates were obtained, which were grouped according to morphophysiological characteristics: 
growth time, change in pH of the culture medium, shape and size of the colony, forming 9 groups. 
All isolates showed rapid growth and 67% did not change the pH of the medium. Most bacteria 
exhibited colonies with a diameter of 1 to 2 mm. The results indicate that diazotrophic bacteria from 
soils in Northeast Brazil have high variability in their phenotypic characteristics. 
 
Keywords: biological nitrogen fixation, resource management, phenotypic diversity. 
 
1 INTRODUÇÃO 
A sustentabilidade da exploração dos recursos naturais é um dos principais desafios da 
agricultura moderna, cujo uso de micro-organismos vem sendo apontado como uma alternativa  para 
a menor utilização de insumos no incremento da produção agrícola, de modo que, um dos casos mais 
notáveis na agricultura sustentável caracteriza-se como Fixação Biológica do Nitrogênio (FBN). 
Nesse contexto, o uso de micro-organismos na agricultura tem sido adotado como uma das 
alternativas para aumentar a produtividade agrícola sem causar impactos ao meio ambiente e com 
baixo custo econômico. A grande diversidade de micro- organismos no solo é responsável por 
desenvolver várias funções nos sistemas agrícolas, tais como: disponibilidade  de  nutrientes (através 
da decomposição da matéria orgânica), maior agregação do solo (a partir da produção de algumas 
substâncias), produção de fito-hormônios (intensificando o crescimento vegetal), além de 
disponibilizar o N2 às plantas pelo processo de fixação biológica de nitrogênio (Moreira & Siqueira, 
2002). Desta forma, a fixação biológica de nitrogênio (FBN) representa uma importante alternativa 
para o aumento sustentável da produtividade agrícola. 
A FBN é um processo essencial para transformar o N2, uma molécula estável e abundante na 
atmosfera, que não pode ser utilizada pela maioria dos micro-organismos e pelas plantas, na 
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forma inorgânica combinada NH3, e, a partir daí, em formas reativas  orgânicas  e  inorgânicas 
vitais em sistemas biológicos (Novais et al., 2007). Todos os organismos fixadores de nitrogênio, 
chamados de organismos diazotróficos, utilizam para a FBN a enzima conhecida como nitrogenase. 
Trata-se, portanto, de uma verdadeira fábrica biológica, capaz de suprir as necessidades das plantas. 
A FBN está restrita a um pequeno grupo de micro-organismos procarióticos que estão divididos em 
três tipos: aqueles que vivem associados com outros organismos, os que vivem em simbiose e os de 
vida livre. Uma das vantagens das bactérias de  vida  livre é  a capacidade de fixar o nitrogênio 
atmosférico em locais quentes e permanentemente úmidos. Em regiões tropicais a fixação de 
nitrogênio pode atingir até 100 kg ha-1 de N2, já em zonas temperadas a fixação de 
nitrogênio atinge apenas alguns kg ha-1 de N2 (Larcher, 2004). 
Apesar da utilização de técnicas moleculares para a determinação da diversidade microbiana, 
a avaliação das características culturais é um passo fundamental que permite uma primeira 
aproximação para avaliação da diversidade das populações e representa um primeiro diagnóstico do 
perfil das populações no solo na ocasião da coleta. Essas características podem indicar diferenças 
morfológicas e fisiológicas importantes entre microrganismos, que podem ser detectadas 
posteriormente mediante estudos mais avançados Chagas Junior et al. (2010). Além disso, embora 
exista grande diversidade de bactérias fixadoras de nitrogênio atmosférico existente nos solos, a 
variabilidade apresentada por esses micro-organismos na fixação biológica de nitrogênio é algo que 
faz parte da realidade, havendo, portanto, a  necessidade  de  estudos  que  permita avaliar a atividade 
da enzima responsável pela FBN. 
Nesse pressuposto, o presente estudo teve por objetivo avaliar a diversidade fenotípica de 
isolados de bactérias diazotróficas de vida livre obtidas de solos de três estados da Região Nordeste 
do Brasil. 
 
2 MATERIAL E MÉTODOS 
O  presente trabalho foi realizado no Laboratório de  Microbiologia e Bioquímica do  solo  da 
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Recife – PE. Para a captura dos isolados 
bacterianos foram utilizadas amostras de solos coletadas de três estados da Região Nordeste do Brasil 
e sob diferentes tipos de manejo (Tabela 1). As amostras dos solos foram coletadas no horizonte 
superficial (camada  de  amostragem  de  0-20  cm),  passadas em peneira com malha de  2 mm de 
abertura e secas ao ar para que fossem submetidas à caracterização química (Embrapa, 2009) 
conforme demostrado na Tabela 2 e obtenção dos isolados de bactérias diazotróficas de vida livre. 
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Tabela 1. Caracterização e localização das áreas 
onde foram coletadas as amostras de solo. 
 
Solos 
 
Descrição da área 
 
Município 
 
S1 
 
Área cultivada com sabiá Itambé/PE 
S2 Área cultivada com gliricídia Itambé/PE 
S3 Área cultivada com cana-de-açúcar Piauí/PI 
S4 Área cultivada com cana-de-açúcar São Miguel/AL 
S5 Área cultivada com cana-de-açúcar Ribeirão/PE 
S6 Área de caatinga Garanhuns/PE 
S7 Área cultivada com cana-de-açúcar Sirinhaém/PE 
S8 Área cultivada com sabiá Belo Jardim/PE 
 
O isolamento das bactérias diazotróficas de vida livre seguiram os procedimentos técnicos 
específicos descrito por Döbereiner (1989), onde se utilizou placas de petri com meio de cultura sílica- 
gel contendo de 200 a 250 mg de solo por placa. As placas foram incubadas em estufa tipo BOD a 
28° C (Figura 1) e o aparecimento das colônias monitorado diariamente. Após o aparecimento das 
colônias características, os isolados bacterianos foram repicados para placas de Petri contendo meio 
de cultura sólido LG, de acordo com a metodologia descrita por Döbereiner et al. (1995). O meio LG 
é constituído de: 20 g de sacarose ou  açúcar  cristal; 0,05 g K2HPO4; 0,15  g KH2PO4; 0,02 g CaCl2; 
0,20 g MgSO4.7H2O; 0,002 g Na2MoO4.2H2O; 0,01 g FeCl3.2H2O; 
2 mL azul de bromotimol (sol. 0,5 % em etanol); 1 g CaCO3, sendo todos os componentes dissolvidos 
em 1 L de água destilada, e a seguir feito o ajuste do pH para próximo de 6,8 com NaOH. A seguir 
adicionou-se 15 g de Agar (P.A.), para manter o meio sólido. 
A incubação desses isolados se procedeu  nas  mesmas  condições descritas anteriormente até 
o aparecimento de colônias isoladas para que fosse possível a caracterização morfofisiológica das 
mesmas. 
Após ser verificado o crescimento das colônias isoladas, realizou-se a caracterização  cultural 
dos isolados avaliando as características fisiológicas quanto à acidez do meio de cultura (AC: ácida; 
AL: alcalina; N: neutra), e às características fenotípicas, a saber: Tempo de crescimento: rápida – 
colônias isoladas apareciam até três dias de repicadas; intermediária – colônias apareciam de quatro 
a seis dias; lenta – colônias apareciam depois de seis dias. Tamanho da colônia: puntiforme 
- colônias com diâmetro menor que 1 mm; colônias com diâmetro entre 1-2 mm e colônias com 
diâmetro >2 mm. Forma da colônia: circular e irregular. 
As bactérias, foram agrupadas de acordo com suas características morfofisiológicas por meio 
da elaboração de uma matriz binária para a construção do dendrograma de similaridade por 
agrupamento com base no coeficiente de Jaccard e no algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group 
Method with Arithmetical Average), utilizando o programa PAST 
9428 
Brazilian Journal of Development 
Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 2, p. 9424-9430, feb. 2020. ISSN 2525-8761 
 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Foram obtidos 30 isolados bacterianos provenientes de amostras de solos coletadas de três 
estados da Região Nordeste do Brasil e sob diferentes tipos de manejo. 
O agrupamento dos isolados no dendograma, considerando 100% de similaridade, de acordo 
com suas características morfofisiológicas gerou 9 grupos, sendo o grupo 1 o  que  apresentou maior 
quantidade de isolados conforme a Figura 1. 
As colônias de isolados que amplificaram foram diferenciadas com base no tempo de 
crescimento em três categorias: rápidas – aquelas que produzem crescimento moderado e abundante 
em até três dias, intermediarias, entre 4 e 5 dias, e lentas as que cresceram após 6 dias. Todos os 
isolados que cresceram em até três dias. 
Com base na alteração do pH em meio de cultura LG com indicador  azul  de  bromotimol, os 
isolados foram classificados como de reação ácida, neutra ou alcalina. Houve uma predominância de 
bactérias que não alteraram o pH do meio (57%). Quanto ao  tamanho  da colônia, 2 isolados 
apresentaram colônias com tamanho inferior a 1 mm,  21  com  tamanhos  entre 1 e 2mm e 7 com 
tamanhos maiores que 2mm de acordo com a Tabela 3. 
 
 
 
 
Figura 1. Dendrograma obtido pelo agrupamento realizado pelo algoritmo UPGMA (Unweighted 
Pair-Group Method with Arithmetical Average) usando o programa PAST a partir da matriz de 
similaridade genética entre isolados bacterianos. O coeficiente de Jaccard foi utilizado para a 
construção da matriz de similaridade. 
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Tabela 3. Características morfofisiológicas de 9 
grupos de bactérias diazotróficas. 
Grupos 
(nºisolados 
) 
TC pH Forma TmC 
Grupo 1 
(14) 
R Neutro Circular 1-2 
Grupo 2 (1) R Neutro Circular <1 
Grupo 3 (3) R Ácido Circular 1-2 
Grupo 4 (2) R Alcalin 
o 
Circular 1-2 
Grupo 5 (1) R Ácido Circular 1-2 
Grupo 6 (1) R Neutro Irregular >2 
Grupo 7 (1) R Neutro Irregular 1-2 
Grupo 8 (6) R Ácido Circular >2 
Grupo 9 (1) R Ácido Circular <1 
TC – Tempo de crescimento (R – rápido); TmC – tamanho 
da colônia em mm. 
 
Diniz et al. (2012), avaliando as características culturas de bactérias diazotróficas em solo 
cultivado com seringueira verificaram que a maioria dos isolados apresentaram colônias com tamanho 
superiores a 1 mm diâmetro corroborando com os resultados do presente estudo. 
A literatura é vasta no que refere a características de bactérias diazotróficas fixadoras de 
nitrogênio que se associam simbioticamente com leguminosas. Contudo trabalhos de caracterização 
de diazotróficas de vida livre são escassos, destacando assim a importância do presente trabalho. 
 
4 CONCLUSÃO 
As bactérias diazotróficas de vida livre oriundas de solos sob diferentes coberturas vegetais 
do Nordeste brasileiro apresentam elevada variabilidade em suas características morfisiológicas. 
 
AGRADECIMENTOS 
Os autores agradecem a CAPES pelos recursos destinados a condução do presente estudo. 
 
 
REFERÊNCIAS 
 
 
CHAGAS JUNIOR, A. F.; OLIVEIRA, L. A.; OLIVEIRA, A. 
N. Caracterização fenotípica de rizóbio nativos isolados de solos da Amazônia e eficiência 
simbiótica em feijão caupi. Maringa, n. 1, 32:161-169, 2010. 
 
DINIZ, P. F. A., OLIVEIRA, L. E. M., LOPES, N. A. et al. 
Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 2, p. 9424-9430, feb. 2020. ISSN 2525-8761 
9430 
Brazilian Journal of Development 
 
 
Bactérias diazotróficas em solos sob seringueira. Revista Brasileira de Ciência do Solo, 36: 1426- 
1433, 2012. 
DÖBEREINER, J. Isolation and identiﬁcation of root associated diazotrophs. In: Skinner FA, Boddey 
RM, Fendrik I (eds) Nitrogen ﬁxation with non-legumes. Kluwer Academic, Dordr- echt, 1989. p. 
103–108. 
 
DÖBEREINER, J.; ANDRADE, V. O.; BALDANI, V. L. D. 
Protocolos para Preparo de Meios de Cultura da Embrapa Agrobiologia. Seropédica: Embrapa 
Agrobiologia, dez, 1995. 38p. (Embrapa-CNPAB. Documentos, 110). 
 
EMBRAPA – Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária. Manual de métodos de análise de  solo, 
plantas e fertilizantes. Centro Nacional de Pesquisa de Solos: Rio de Janeiro, 2009. 627p. 
 
LARCHER, W. Ecofisiologia vegetal. São Carlos: RiMa, 2004. 
 
 
MOREIRA, F. M. S.; SIQUEIRA, J. O. Microbiologia e bioquímica do solo. Lavras: UFLA, 2002. 
625p. 
 
NOVAIS, R. F., ALVAREZ, V. H.; BARROS, N. F. et al. 
Fertilidade do Solo. 1. ed. Viçosa, 2007 p. 395-396. 
 
 
Tabela 2: Caracterização química das amostras de solos utilizadas para a captura dos isolados bacterianos 
 
  P Al3+ Ca2+ Mg2+ K+ Na+ SB t m 
Solos pH(H2O) mg/dm3 ------------------cmolc.dm
3------------------  % % 
S1 5,48 30 0,25 2,80 1,5 0,31 0,15 4,76 5,01 4,99 
S2 5,75 53 0,05 3,45 2,3 0,38 0,37 6,5 6,55 0,76 
S3 6,63 116 0,05 2,20 1,6 0,44 0,30 4,54 4,59 1,08 
S4 5,87 95 0,10 2,05 1,2 0,38 0,15 3,78 3,88 2,58 
S5 4,99 38 0,40 1,45 0,9 0,34 0,18 2,87 3,27 12,23 
S6 4,98 31 0,48 0,75 0,7 0,46 0,26 2,17 2,65 18,11 
S7 5,47 23 0,15 1,15 0,7 0,25 0,06 2,16 2,31 6,49 
S8 6,72 192 0,05 2,65 1,8 0,48 0,73 5,66 5,71 0,88 
 
